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摘  要：【目的】冻土区储存着大量的有机碳，全球气候的变化导致冻土不断融解退化，土壤

微生物对冻土有机碳的分解作用在一定程度上将会加重全球温室效应。在研究中，为了解冻土

区土壤微生物的分布与多样性，对青藏高原冻土区垂直剖面中的微生物组成进行研究。【方法】

采用分子生物学方法，对剖面土壤样品中的古菌与细菌的 16S rRNA 基因和真菌的 ITS 序列进

行 PCR 扩增，并分别构建其基因文库，通过序列的同源性比较进行系统发育学分析和多样性

指数分析。【结果】垂直剖面土壤中古菌序列分别属于泉古菌 (Crenarchaeota)和广古菌

(Euryarchaeota)两个门，它们分别占克隆序列总数的 29.0%和 71.0%；其中泉古菌门只包括

Group1.3b/MCG-A 这一种类型，在古菌序列中所占的比例为 29.0%，广古菌门包括 4 种类型，

其中 Methanomicrobiales 序列在古菌克隆文库中所占比例较高(52.0%)；分层位看，冻土活动层

古菌优势类群包括 Group1.3b/MCG-A、Methanomicrobiales 和 Methanosaetaceae，过渡层的优势

类群包括 Group1.3b/MCG-A 和 Methanomicrobiales 两类，而古菌在冻土层的优势类群只有

Methanomicrobiales 这一种类型。细菌序列分属于 10 个类群，其中放线菌(Actinobacteria)、厚

壁菌 (Firmicutes)与变形菌 (Proteobacteria)为剖面主要的优势类群，分别占克隆序列总数的

28.9%、16.9%和 12.1%；在冻土活动层，细菌的优势类群为 Proteobacteria 和 Firmicutes，而在

冻土过渡层与冻土层，细菌优势类群仅包括 Actinobacteria 一种类型。所有真菌序列均属于子

囊菌门(Ascomycota)和担子菌门(Basidiomycota)，分别占克隆序列总数的 75.3%和 24.7%；子囊

菌以 Cladosporium sp.和 Pseudeurotium bakeri 为主要的优势类群，担子菌以 Dioszegia sp.为主

要的优势类群，所占比例分别为 35.5%、34.4%和 22.6%；真菌在冻土活动层的优势类群只包括

Pseudeurotium bakeri 这一种类型，而在冻土过渡层与冻土层，真菌优势类群则包括 Dioszegia sp.

和 Cladosporium sp.两类。【结论】该剖面在垂直剖面上古菌、细菌与真菌多样性较高，冻土活
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动层与冻土层之间群落组成差异明显。 

关键词：青藏高原，冻土区，垂直剖面，微生物分布与多样性，生态效应 
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Abstract: [Objective] Permafrost stores massive amounts of organic carbon, accompanying the 
thawing permafrost expected to result from the climate change, microbial decomposition of the 
organic carbon stored in permafrost acts as the positive feedbacks to aggravate the global greenhouse 
effect. In this study, to understand the distribution and diversity of microbes in the permafrost, the 
microbial compositions along a stratigraphic permafrost soil profile were studied from the 
Qinghai-Tibetan Plateau. [Methods] The molecular biology methods were used to amplify the 
archaeal and bacterial 16S rRNA genes and the fungal ITS sequences, and then constructed their 
gene clone libraries, respectively. Phylogenetic analyses of the sequences based on those sequence 
similarity were carried out and the community diversity index was calculated. [Results] Phylogenic 
analysis of the archaeal 16S rRNA gene clone library revealed that all the archaeal sequences were 
affiliated to two phyla, Crenarchaeota and Euryarchaeota, which comprise 29.0% and 71.0% of the 
total clone sequences, respectively; Crenarchaeota was classified into only one lineage, 
Group1.3b/MCG-A, which accounted for 29.0% of archaeal clone sequences, and Euryarchaeota was 
classified into four lineages, of which Methanomicrobiales (52.0%) was the predominant group in the 

phylum of Euryarchaeota. In the active layer of permafrost, Group1.3b/MCG-A、Methanomicrobiales 

and Methanosaetaceae were the predominant groups in the archaeal clore sequences; In the transition 
layer, The predominant groups belong to Group1.3b/MCG-A and Methanomicrobiales; In the 
permafrost layer, Methanomicrobiales was the only predominant lineage. The retrieved bacterial 16S 
rRNA gene sequences were classified into ten lineages, of which Actinobacteria, Firmicutes and 
Proteobacteria were the predominant groups, accounting for 28.9%, 16.9% and 12.1% of bacterial 
clone sequences, respectively. In the active layer, the predominant groups of bacterial belong to 
Proteobacteria and Firmicutes, the transition layer and the permafrost layer are relatively similar on 
bacterial composition, the predominant groups of bacterial were affiliated to Actinobacteria. All the 
fungal ITS sequences were affiliated to two phyla, Ascomycota and Basidiomycota, which comprise 
75.3% and 24.7% of the total ITS sequences, respectively. Cladosporium sp. and Pseudeurotium 
bakeri were the predominant lineages affiliated to Ascomycota, while Dioszegia sp. was the 
predominant lineage affiliated to Basidiomycota, accounting for 35.5%, 34.4% and 22.6% of fungal 
ITS sequences, respectively. In the active layer of permafrost, Pseudeurotium bakeri was the only 
predominant lineage in the fungal sequences. In the transition layer and the permafrost layer, the 
predominant groups belong to Dioszegia sp. and Cladosporium sp.. [Conclusion] The permafrost 
soil has high diversities of the archaeal, the bacterial and the fungal communities along the vertical 
soil profile. The microbial composition and distribution between the active layer and the permafrost 
layer were different significantly. 
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冻土在全球的分布十分广泛，在北半球从北纬

26°的喜马拉雅山脉至北纬84°的格陵兰岛北部都有

分布[1]，大约占地球陆地面积的 26%[2-3]。冻土在地

球上的分布主要受纬度与海拔的影响，分为高纬度

冻土和高海拔冻土[4]。据最新的研究估计，冻土土

壤的含碳量(1 672 Pg)约占全球地下有机碳库的

50%，超过了植被(650 Pg)和大气(730 Pg)含碳量的

总和[5-6]。冻土是陆地生态系统中最容易受到外界变

化影响的碳库，起着碳源与碳汇的作用。因此，对

于维持全球碳平衡具有至关重要的作用。由于外界

条件发生变化而引起的冻土退化将导致储存在冻

土中的土壤有机碳在短时间内迅速释放，引起强烈

的温室效应，进而对全球的生态平衡产生影响[7]。

研究表明，环北极冻原地带每年释放的甲烷约占全

球产生甲烷的 6%，其对全球温室效应的贡献值却

高达 20%左右[8]。随着全球变暖，冻土区已经开始

融化[9-10]，伴随着冻土融化，冻土活动层的厚度增

加，大量的土壤有机碳将由冻土释放到大气中，而

这一过程主要是通过微生物的分解作用来完成的，

通过微生物的分解所产生的二氧化碳和甲烷等温

室气体被排放到大气中，冻土将由碳汇逐渐转化为

碳源[7,11]，在一定程度上将会进一步加剧全球温室

效应。因此，了解冻土土壤微生物的组成及其分布

特征对洞察冻土区以及全球生态环境的变化具有

重要的意义[12]。 

在冻土环境中，包括古菌、细菌、真菌在内的

多种微生物进行着各种代谢活动。对加拿大近北极

冻土层古菌群落结构的研究表明，广古菌

(Euryarchaeota)占 61%，泉古菌(Crenarchaeota)占

39%[13]。对冻土区活动层与冻土层的调查显示，细

菌具有较高的生物多样性，主要的优势类群包括放

线菌(Actinobacteria)、变形菌(Proteobacteria)、酸杆

菌 (Acidobacteria) 、 芽 单 胞 菌

(Gemmatimonadetes)[14]。来自西伯利亚苔原带的资

料显示，从活动层到冻土层细菌总细胞数的变化范

围为 2.3×109−1.2×108 cells/g[15]。近期对北美北极冻

土区真菌群落结构组成与分布的研究显示，该区真

菌序列主要属于子囊菌门(Ascomycota)和担子菌门

(Basidiomycota)两大类，分别占真菌 OTUs 总数的

16.1%和 83.9%[16]。资料显示，在冻土这种极端的

生态环境下，温度和冻融过程等因素都将显著影响

和限制冻土中微生物的生理、代谢途径以及生态结

构，微生物代谢活性跟有机质分解速率密切相关，

而温度是控制有机质分解速率的主导因素，且分解

速率与温度呈正相关[17-18]。据研究，冻结条件下，

冻土微生物的转录活性将受到抑制，并削弱 DNA

及蛋白质的合成[19]；冻土温度升高可以增加产甲烷

菌的活性，因此会增加产 CH4速率
[20]。低温限制微

生物的生长、代谢、有机物的降解过程，同时也决

定了营养物质的存在状态和可利用程度；冻融过程

不仅直接损伤细胞，还通过影响生境因素而间接的

影响细胞生存和生理代谢[17]。在全球气候变暖背景

下，冻土退化导致冻土土壤地温升高，冻土活动层

深度增加，冻土层逐渐向冻土活动层过渡，该过程

对活动层的热、质传输和土壤微生物的群落结构、

系统发育、功能基因和代谢途径等都将产生一定的

影响[17-18,20]。另一方面，随着冻土融化，储存于冻

土中的土壤有机碳被释放到活动层，被土壤中的微

生物充分利用，并由于土壤温度的增高，其代谢进

一步加强，加速了土壤有机碳的分解，导致大量温

室气体进入大气，从而可能会对全球气候变暖产生

正反馈作用[20]。因此，对冻土土壤微生物在垂直剖

面上的分布与多样性进行研究，将有助于正确认识

与评价冻土中的微生物对未来全球气候变化所起

的作用以及所产生的潜在威胁。 

本文采样点位于青藏高原冻土区，作为全球最

大的高山冻土区，平均海拔在 4 000 m以上，其面

积为 1.5×106 km2，大约为中国冻土总面积的

69.77%[21-22]。青藏高原是全球气候变暖的敏感区，

近 42 年来气候存在着变暖的总趋势[23]。研究表明
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青藏高原湿地年均 CH4释放率为 0.7−1.0 Tg[24]。近

年来，伴随着全球气候变暖，青藏高原冻土区已经

开始发生退化，对青藏高原冻土区土壤微生物进行

研究，将有助于对该区冻土退化及冻土区生态环境

效应进行监测。然而，目前国内外对高山冻土区土

壤微生物的研究还比较薄弱。在本文中，我们对青

藏高原冻土区垂直剖面微生物的分布及其多样性

进行了研究，并分析了微生物结构组成与生态环境

之间的关系。 

1  材料与方法 

1.1  采样点描述与样品采集 

本文所采集的DP-14样品来自于青藏高原永久

冻土区，采样点地理坐标为北纬 38º06′08.32′′、东

经 99º10′43.88′′，海拔 4 017 m。该区也是我国陆域

天然气水合物分布的重要区域，它位于青藏高原北

缘青海省木里地区[25]，2008年以来，中国地质调查

局实施了“青藏高原冻土带天然气水合物调查评价”

项目，并在DK-1、DK-2、DK-3、DK-7、DK-8钻位，

133 m−396 m深度发现有天然气水合物赋存[25-26]。

该区年平均地表温度为–1.5−–2.4 °C[27]，降雨多出

现于夏季，而冬季降雨稀少，区内土壤多呈弱酸性。

作为青藏高原多年冻土区，冻土活动层厚度大约为

0.2 m−0.6 m，该区实测冻土层的厚度为 60 m−95 m[28]。 

土壤样品采集于 2014年 11月，在同一垂直剖

面上按 40 cm的采样深度，间距采取 25−30、65−70、

105−110 cm 3个不同深度的土壤样品，分别编号为

DP-14-1、DP-14-2、DP-14-3，其中 DP-14-1 和

DP-14-2位于冻土活动层，DP-14-3位于冻土层，根

据活动层土壤的干湿程度不同，将靠近冻土层的部

分称为冻土过渡层，采样点 DP-14-2位于该层。所

采集的样品装入无菌封口塑料袋中，用来进行样品

理化性质分析，装入 50 mL无菌离心管中的样品用

来进行微生物学的分析。采样结束后，所有样品放

入隔热容器中，用干冰运至实验室，于−20 °C保存。 

1.2  主要试剂和仪器 

FastDNA SPIN Kit for Soil试剂盒，美国MP 

Biomedicals 公司；DNA 片段快速胶回收试剂盒，

美国 AxyPrep公司；pGEM-T Easy Vector System，

美国 Promega公司；Axygen Plasmid Mini Kit试剂

盒，美国 Axygen 公司；染料法荧光定量试剂盒

SYBR Premix ExTaq和大肠杆菌DH5α感受态细胞，

日本 TaKaRa公司。 

紫外分光光度计 NanoDrop 1000，美国 Thermo 

Fisher Scientific公司；pH计 PB-10，德国 Sartorius

公司；5417R 高速台式离心机，德国 Eppendorf 公

司；碳氮元素分析仪 Multi N/C2100s，德国

Analytikjena公司；Agilent 7890A气相色谱仪，美

国 Agilent公司；Mastersize 2000激光粒度仪，英国

Malvern 公司；ABI 7500 荧光定量 PCR 仪，美国

Applied Biosystems公司。 

1.3  土壤样品参数测定 

采集土壤样品时，通过向剖面各层土壤中插入

测温计的方法对冻土原地温度进行测定。样品 pH

值的测定方法：称取 2.0 g土壤样品与 5.0 mL无菌

水于 15 mL无菌离心管中混合均匀，将 pH计插入

离心管中，测出样品的 pH 值。称取 5.0 g 样品于

105 °C烘箱中放置 24 h，烘干前后样品重量损失的

差值与烘干前重量的百分比即为土壤样品的含水

量。称取 18.0 mg 烘干的土壤样品，以 CaCO3    

(10.0 mg)作为标准样品，用碳氮元素分析仪进行样

品总有机碳量(TOC)的测定。顶空气甲烷浓度采用

Agilent 7890A气相色谱仪进行测定，为了分析甲烷

浓度，将5.0 g土壤样品加入到装有20 mL饱和NaCl

溶液的 50 mL细口瓶中(每个土壤样品装 3个)，瓶

口用固体丁基橡胶塞密封，在测定前连续摇晃瓶身

1 h，结果采取 3个样品测试结果的平均值，并以平

均值加减标准误差的形式表示。剖面样品粒度使用

Mastersize 2000激光粒度仪进行测定，操作方法见

实验室仪器使用流程，测定前用过氧化氢(加热)与

稀盐酸溶液去除样品中的有机质，并用无菌水洗涤

样品 3次。 

1.4  DNA 提取 

分别称取 1.0 g土壤样品，使用 FastDNA SPIN 

Kit for Soil试剂盒提取土壤样品中的总 DNA，方法
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参考使用说明，提取的 DNA溶于 100 μL无菌的超

纯水中。使用紫外分光光度计对样品总 DNA 的浓

度及纯度进行测定。 

1.5  PCR 扩增与构建克隆文库 

古菌、细菌、真菌的 PCR扩增体系为：10×PCR 

buffer 2.5 μL，dNTPs mixture 2.0 μL，10 μmol/L PCR 

forward primer 1.0 μL，10 μmol/L PCR reverse primer    

1.0 μL，20.0 g/L Bovine serum albumin solution    

1.0 μL，rTaq DNA polymerase 0.5 μL，DNA模板   

1.0 μL，ddH2O 16.0 μL，总体积 25.0 μL。PCR扩增

所用引物及扩增程序见表 1[29-33]。PCR扩增产物经

1%的琼脂糖凝胶电泳检测后进行切胶。 

PCR扩增产物经 DNA片段快速胶回收试剂盒

进行纯化回收。纯化回收后的 PCR 产物链接到

pGEM-T Easy Vector上，链接方法参考使用说明。

经 4.0 °C隔夜后转化 Escherichia coli JM109感受态

细胞。转化后的感受态细胞加入 1.0 mL SOC溶液，

37 °C、150 r/min培养 1 h后，取适量培养物涂到含

氨苄青霉素、X-Gal、IPTG 的 LB 固体平板(LB 营

养琼脂 16 g，无菌水 500 mL，氨苄青霉素 0.05 g，

X-Gal 1mL，IPTG 0.5 mL)上，37.0 °C培养箱中培

养至菌落出现。 

1.6  系统发育分析与多样性分析 

随机挑取 LB 固体平板上部分白色转化子，

37 °C、150 r/min培养后，使用 Axygen Plasmid Mini 

Kit试剂盒提取其质粒 DNA，古菌采用 109F引物，

细菌采用 27F 引物，真菌采用 T7 引物，分别对质

粒上的插入片段进行古菌 16S rRNA 基因、细菌   

16S rRNA基因和真菌 ITS的测序。 

使用 Sequencer 4.8 (Gene codes corporation，US)

软件剪辑原始序列，经 BioEdit 软件中的 ClustalW 

multiple alignment 进行序列相关性比对，使用

DOTUR 软件以 97%的序列相似性划分 OTU 

(Operational taxonomic unit)，挑出 OTU对应序列并

在 NCBI GenBank 数据库中通过在线使用 BLAST

程序(Basic local alignment search tool)进行序列比

对，获得与样品环境来源相似并且序列相似度较高

的序列作为参比序列，OTU 序列与参比序列用

MEGA 4 软件中的 Neighbor-Joining 法构建系统发

育树。通过 C=1−(n/N)计算克隆文库的覆盖饱和度， 

 
表 1  扩增引物与反应程序 

Table 1  Oligonucleotide primers and reaction process used in this study 

引物对 

Primer 

菌类 

Domain 

引物对序列 

Sequences (5′→3′) 

靶基因 

Target genes

应用 

Application

PCR反应程序 

PCR amplification reaction 
process 

参考文献

Reference

109F/958R Archaea ACKGCTCAGTAACACGT/YCCG
GCGTTGAMTCCAATT 

16S rRNA PCR 95 °C 7 min；94 °C 30 s，

54 °C 30 s，72 °C 1.5 min，

(38 cycle)；72 °C 10 min 

[29] 

27F/1492R Bacteria AGAGTTTGATCCTGGCTCAG/ 
GGTTACCTTGTTACGACTT 

16S rRNA PCR 95 °C 7 min；94 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 1.5 min，

38 cycle；72 °C 10min 

[30] 

ITS1F/ITS4 Fungi CTTGGTCATTTAGACGAAGTAA/
TCCTCCGCTTATTGATATGC 

ITS PCR 94 °C 5 min；94 °C 30 s，

57 °C 30 s，72 °C 1.0 min，

(38 cycle)；72 °C 15 min 

[31] 

349F/806R Archaea GYGCASCAGKCGMGAAW/ 
GGACTACVSGGGTATCTAAT 

16S rRNA qPCR 95 °C 30 s，95 °C 5 s  

(40 cycle)；60 °C 34 s 

[32] 

338F/518R Bacteria ACTCCTACGGGAGGCAGCAG/ 
ATTACCGCGGCTGCTGG 

16S rRNA qPCR 95 °C 30 s；95 °C 5 s  

(40 cycle)；60 °C 34 s 

[33] 

ITS1F/ITS4 Fungi CTTGGTCATTTAGACGAAGTAA/
TCCTCCGCTTATTGATATGC 

ITS qPCR 95 °C 30 s；95 °C 5 s  

(40 cycle)；60 °C 34 s 

[31] 
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其中 C为克隆文库覆盖率(Coverage)，n为 OTU中

只出现一个克隆子的数目，N 为克隆文库总序列    

数[34]。文库多样性指数的计算方法参照Hill等[35]。 

1.7  荧光定量 PCR 

采用实时荧光定量 PCR (Real-time PCR)分别

测定古菌 16S rRNA基因、细菌 16S rRNA基因和真

菌 ITS基因的拷贝数，扩增所用引物见表 1[31-33]。反

应体系为 20 μL，组成如下：2×SYBR premix ExTaq 

10 μL，10 μmol/L PCR forward primer 0.4 μL，     

10 μmol/L PCR reverse primer 0.4 μL，50×ROX 

reference dye  0.4 Ⅱ μL，各样品 DNA 1.0 μL     

(40.0 ng/μL)，ddH2O 7.8 μL。荧光定量 PCR程序：

按染料法荧光定量试剂盒 SYBR Premix ExTaq操作

说明书进行两步法荧光定量 PCR扩增。 

以上述 PCR 扩增后的胶回收产物作为模板分

别计算古菌 16S rRNA基因、细菌 16S rRNA基因

和真菌 ITS 的拷贝数[36]，依次将其进行 10 倍梯度

稀释，形成 104、105、106、107、108、109 copies/μL

六个梯度的标准溶液，作为基因荧光定量的标准曲

线(R2>0.99)。qPCR反应条件为 95 °C 30 s，95 °C   

5 s (前两步进行 40个循环)；60 °C 34 s，于 60 °C

延伸时收集荧光信号，所有样品均进行 3次平行重

复，拷贝数计算结果取 3个平行重复的算术平均值，

并以平均值加减标准误差的形式表示。 

1.8  DNA 序列的 GenBank 登录号 

本研究所测定的古菌、细菌与真菌克隆序列均

已按 OTU 提交至 GenBank 数据库，其中古菌 16S 

rRNA基因序列的登录号为：KT265194−KT265200；

细 菌 16S rRNA 基 因 序 列 的 登 录 号 为 ：

KT265201−KT265221；真菌 ITS序列的登录号为：

KT265184−KT265193。 

2  结果与分析 

2.1  冻土样品理化特征 

通过对土壤剖面地温的原地测量，发现地温沿

着剖面方向呈现下降趋势，从冻土活动层的

−5.33 °C降至冻土层的−8.12 °C，采样点周边的平

均气温约为−3.48 °C。剖面土壤样品的 pH 为

5.60−6.17，呈弱酸性。由于冻土层常年含有大量的

冰渍，因此，该层土壤中的含水量最高(72.03%)，

冻土活动层土壤的含水量也相对较高(59.09%)，这

可能是由于该地区夏季频繁的降水在冬季冻结于

活动层的缘故。总有机碳(TOC)在冻土过渡层与冻

土层含量较低(7.52%、10.90%)，而活动层 TOC 含

量较高，达到 20.08%，推测这可能与表层分布大量

的植被有关。甲烷含量在冻土活动层最低，仅为

7.81±1.22 nmol/g，随着深度的增加甲烷含量迅速增

大，到冻土层时达到最大值 206.43±17.46 nmol/g，

数据表明冻土活动层与冻土层的甲烷含量差异明

显(表 2)。粒度的分析结果显示，剖面土壤主要由

砂(26.48%−36.00%)、粉砂(49.49%−59.42%)和粘土

(14.04%−16.43%)组成。 

2.2  古菌的多样性与群落组成 

通过构建古菌 16S rRNA基因克隆文库对古菌

群落组成与多样性进行分析。所测序列经筛选后得

到 100个有效古菌序列，分属于 7个 OTUs，其中

冻土活动层包括 6 个 OTUs，过渡层包括 4 个

OTUs，冻土层包括 5 个 OTUs，文库覆盖率为

96.8%−97.1%。Shannon多样性指数与 Simpson优势

度指数的变化幅度分别为 0.96−1.53 和 0.25−0.54， 

 
表 2  冻土剖面不同深度土壤理化参数 

Table 2  Physiochemical properties of soil samples at different depths 

深度 

Depth (cm) 

温度 

Temperature (°C)
pH 

含水量 

Water content (%)

总有机碳

TOC (%) 

甲烷 

CH4 (nmol/g) 

砂 

Sand (%) 

粉砂 

Silt (%) 

粘土 

Clay (%)

25–30 −5.33 5.74 59.09 20.08 7.81±1.22 26.48 59.42 14.11 

65–70 −6.52 5.60 18.70 7.52 13.90±2.41 33.56 50.01 16.43 

105–110 −8.12 6.17 72.03 10.09 206.43±17.46 36.00 49.96 14.04 
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冻土活动层古菌多样性最高，冻土层具有最高的古

菌优势度；实时荧光定量 PCR 结果显示，冻土活

动层与冻土层之间古菌基因拷贝数为每克土壤

(1.81±0.41)×107−(2.44±0.21)×107 ， 差 异 性 较 小   

(表 3)。 

古菌 16S rRNA基因序列系统发育树显示，所

测剖面古菌序列属于泉古菌(Crenarchaeota)和广古

菌(Euryarchaeota)两大类，分别占克隆序列总数的

29.0% 和 71.0% 。 其 中 ， 泉 古 菌 只 包 括

Group1.3b/MCG-A 这一种类型，共有 29 个克隆序

列属于该类群，占古菌克隆序列总数的 29.0%；共

有 71 个克隆序列属于广古菌，包括 4 种类型：

Methanomicrobiales 、 Methanosarcinaceae 、

Methanosaetaceae 和 Methanobacteriaceae，分别占

古菌克隆序列总数的 52.0%、 5.0%、 9.0%        

和 5.0% (图 1)。 

从图 2 中可以看出剖面各层位广古菌、泉古

菌的组成比例差异较为明显。在冻土活动层广古

菌、泉古菌分别占 71.5%和 28.5%，而在冻土层，

广古菌(93.7%)则进一步成为优势类群，泉古菌的

相对丰度仅为 6.3%。在冻土过渡层，广古菌与泉

古菌之间的相对丰度比例未显示出明显的差异，

分别占 48.5%和 51.5%。古菌 OTU 的垂直分布显

示，OTU1和 OTU2属于 Methanomicrobiales，随

着深度的增加 OTU1 的相对丰度逐渐增加，由冻

土活动层的 37.1%增加到冻土层的 71.8%，OTU2 

(3.1%)只出现于冻土层，推断 OTU2的出现可能受

到低温的控制(表 2)；隶属于 Methanosaetaceae的

OTU3，只出现于活动层(25.7%)。除 OTU1 外，

OTU5 和 OTU6 也为冻土活动层、过渡层与冻土

层所共有，它们分别属于 Methanobacteriaceae 和

Group1.3b/MCG-A，且随着深度的增加 OTU5 的

相对丰度略有增加，而 OTU6 在冻土过渡层占有

较大的比例(45.5%)。 

2.3  细菌的多样性与群落组成 

通过构建细菌 16S rRNA基因克隆文库对细菌

群落组成与多样性进行分析。所测序列经筛选后得

到 83个有效细菌序列，分属于 21个 OTUs，其中

冻土活动层包括 11 个 OTUs，过渡层包括 12 个

OTUs，冻土层包括 5 个 OTUs。文库覆盖率为

85.7%−96.5%。Shannon 多样性指数与 Simpson 优

势度指数的变化幅度为 1.21−2.43和 0.10−0.39，结

果显示冻土过渡层细菌表现出了较高的多样性；实

时荧光定量 PCR结果显示，冻土活动层与冻土层之

间细菌基因拷贝数为每克土壤 (1.87±0.24)×108− 

(4.56±0.43)×108，差异性较小(表 3)。 

 

表 3  基因克隆文库序列信息与统计分析 
Table 3  Sequencing information and statistical analyses of gene clone libraries 

菌类 

Domain 

深度 

Depth (cm) 

序列数 

No. of sequences 

OTU数 

No. of OTUs 

覆盖率

Coverage (%)

Shannon 
index 

Simpson 
index 

拷贝数 

No. of copies 
(×107/g soil) 

Archaea 25−30 35 6 97.1 1.53 0.25 2.44±0.21 

 65−70 33 4 96.9 0.99 0.42 2.26±0.23 

 105−110 32 5 96.8 0.96 0.54 1.81±0.41 

Bacteria 25−30 28 11 85.7 2.23 0.13 45.6±4.30 

 65−70 26 12 92.3 2.43 0.10 19.2±2.00 

 105−110 29 5 96.5 1.21 0.39 18.7±2.40 

Fungi 25−30 26 2 96.2 0.16 0.93 1.64±0.10 

 65−70 35 7 94.3 1.58 0.25 1.35±0.21 

 105−110 32 6 93.8 1.31 0.27 1.67±0.41 
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图 1  青藏高原冻土区剖面土壤中古菌 16S rRNA 基因序列系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of archaeal 16S rRNA gene sequences from a stratigraphic soil profile in the Qinghai-Tibetan 

Plateau 
注：A-1 表示冻土活动层，A-2 表示冻土过渡层，A-3 表示冻土层；序列的登录号位于圆括号内；系统发育树分支点处的数字表示

置信值(>50%)；标尺表示 100个核苷酸中有 5个被替换. 
Note: A-1, A-2 and A-3 represent the active layer, the transition layer and the permafrost layer, respectively; The accession number is shown 
in parenthesis; Numbers at the branch points indicated the bootstrap values (>50%); The scale bar corresponds to 0.05 substitutions per 
nucleotide position. 
 

 
图 2  DP-14 剖面不同深度古菌 OTU 分析图 

Figure 2  Relative abundance and distribution of each archaeal OTU along the soil profile of DP-14 
注：A表示冻土活动层；B表示冻土过渡层；C表示冻土层. 
Note: A, B and C represent the active layer, the transition layer and the permafrost layer, respectively. 
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细菌 16S rRNA基因序列系统发育树显示，细

菌 序 列 分 属 于 10 个 类 群 ， 其 中 放 线 菌

(Actinobacteria)、厚壁菌 (Firmicutes)与变形菌

(Proteobacteria)为主要的优势类群，分别占克隆序

列总数的 28.9%、 16.9%和 12.1%。酸杆菌

(Acidobacteria)、嗜热丝菌 (Caldiserica)、拟杆菌

(Bacteroidetes)以及未分类的细菌序列，所占比例分

别为 7.2%、6.0%、8.4%和 9.6%。Verrucomicrobia、

Armatimonadetes、Gemmatimonadetes在细菌克隆序

列中所占的比例较低(图 3)。 
 

 
图 3  青藏高原冻土区剖面土壤中细菌 16S rRNA 基因序列系统发育树 

Figure 3  Phylogenetic tree of bacterial 16S rRNA gene sequences from a stratigraphic soil profile in the Qinghai-Tibetan 
Plateau 

注：B-1 表示冻土活动层，B-2 表示冻土过渡层，B-3 表示冻土层；序列的登录号位于圆括号内；系统发育树分支点处的数字表示

置信值(>50%)；标尺表示 100个核苷酸中有 2个被替换. 
Note: B-1, B-2 and B-3 represent the active layer, the transition layer and the permafrost layer, respectively; The accession number is shown 
in parenthesis; Numbers at the branch points indicated the bootstrap values (>50%); The scale bar corresponds to 0.02 substitutions per 
nucleotide position. 
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细菌在剖面各层位之间的相对丰度与分布具

有较大的差异性 (图 4)。在冻土活动层，

Proteobacteria (28.6%) 、 Firmicutes (25.0%) 、

Bacteroidetes (14.3%)为主要的优势类群，而未分类

序列在该层也占有较大的比例(17.9%)；细菌在冻土

层的分布显示，冻土层只包括 4 种类型

(Actinobacteria、 Armatimonadetes、 Caldiserica、

Firmicutes)，其中 Actinobacteria占据了较高的比例

(62.1%)；冻土过渡层细菌的相对丰度与分布情况较

为复杂，共包括 9种类型，且在该层序列总数中所

占比例差异性较小，这可能与过渡层特殊的理化性

质有关，比例较高的类群为 Actinobacteria (23.0%)、

Firmicutes (11.5%) 、 Acidobacteria (11.5%) 、

Bacteroidetes (11.5%)。 

2.4  真菌的多样性与群落组成 

通过构建真菌 ITS克隆文库对剖面真菌群落组

成与多样性进行分析。所测序列经筛选后得到    

93 个有效真菌序列，分属于 10 个 OTUs，其中冻

土活动层仅包括 2个OTUs，过渡层包括 7个OTUs，

冻 土 层 包 括 6 个 OTUs 。 文 库 覆 盖 率 为

93.8%−96.2%。Shannon 多样性指数与 Simpson 优

势度指数的变化幅度为 0.16−1.58和 0.25−0.93，结

果显示冻土活动层真菌 Simpson 优势度最高，而

Shannon多样性则最低；实时荧光定量 PCR结果显

示，冻土活动层与冻土层之间真菌基因拷贝数为  

每克土壤(1.35±0.21)×107−(1.67±0.41)×107，差异性

较小(表 3)。 

真菌 ITS序列系统发育树显示，真菌序列分别

属于子囊菌(Ascomycota)和担子菌(Basidiomycota)

两大类，分别占克隆序列总数的 75.3%和 24.7%。

共有 70 个克隆序列属于子囊菌，包括 5 种类型，

Cladosporium sp.、Arthrinium japonicum、Isaria sp.、

Aspergillus sp.、Pseudeurotium bakeri。担子菌克隆

序列为 23 个，分属于 3 种类型，Cryptococcus 

adeliensis、Dioszegia sp.以及 Wallemia sebi。其中

Cladosporium sp.、Pseudeurotium bakeri、Dioszegia 

sp.为剖面真菌主要的优势类群，所占比例为 35.5%、

34.4%和 22.6% (图 5)。 

 
 

 
 

图 4  DP-14 剖面不同深度细菌 OTU 分析图 
Figure 4  Relative abundance and distribution of each bacterial OTU along the soil profile of DP-14 

注：A表示冻土活动层；B表示冻土过渡层；C表示冻土层. 
Note: A, B and C represent the active layer, the transition layer and the permafrost layer, respectively. 
 



1912 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.9 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 5  青藏高原冻土区剖面土壤中真菌 ITS 序列系统发育树 
Figure 5  Phylogenetic tree of fungal ITS sequences from a stratigraphic soil profile in the Qinghai-Tibetan Plateau 

注：F-1表示冻土活动层，F-2表示冻土过渡层，F-3表示冻土层；序列的登录号位于圆括号内；系统发育树分支点处的数字表示置

信值(>50%)；标尺表示 100个核苷酸中有 2个被替换. 
Note: F-1, F-2 and F-3 represent the active layer, the transition layer and the permafrost layer, respectively; The accession number is shown 
in parenthesis; Numbers at the branch points indicated the bootstrap values (>50%); The scale bar corresponds to 0.02 substitutions per 
nucleotide position. 

 
 

真菌剖面各层位相对丰度与分布情况见图 6。

如图 6 所示，冻土活动层只包括 Pseudeurotium 

bakeri和 Aspergillus sp.这两种类型，它们均属于子

囊菌，其中 Pseudeurotium bakeri 为主要的优势类

群，在该层所占比例高达 96.2%，而 Aspergillus sp.

仅占 3.8%；在冻土过渡层与冻土层、子囊菌与担子

菌之间的比例相接近，分别为 62.8%、37.2%和

68.8%、31.2%。Cladosporium sp.在剖面 3个层位之

间所占的比例分别为 0、40.0%和 59.4%，说明随着

剖面深度的增加 Cladosporium sp.的相对丰度逐渐

增加，其中 OTU1 相对丰度增加最为明显，OTU1

未出现于冻土活动层，而在冻土层相对比例达到

50.0%，推测与冻土层的低温环境有关(表 2)；真菌

OTU的垂直分布显示，OTU5仅出现于冻土活动层，

OTU9 仅出现于冻土层，分别占比 3.8%和 3.1%，

随着深度的增加 OTU4的比例迅速降低，由冻土活

动层的 96.2%降低到冻土层的 6.3%，这说明

Aspergillus sp.与Cryptococcus adeliensis的出现可能

与土壤地温有一定的相关性，Pseudeurotium bakeri

则表现出了一定的嗜温性。 
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图 6  DP-14 剖面不同深度真菌 OTU 分析图 
Figure 6  Relative abundance and distribution of each fungal OTU along the soil profile of DP-14 

注：A表示冻土活动层；B表示冻土过渡层；C表示冻土层. 
Note: A, B and C represent the active layer, the transition layer and the permafrost layer, respectively. 

 

3  讨论 

作为全球最大的碳库，冻土对于维持寒区碳平衡

以及全球生态平衡都具有重要的作用，资料显示青藏

高原草地土壤总 CO2的释放率约为 1.27 Pg C/年[24]。

在过去 40 年里，青藏高原温度持续升高，增温率

为 0.16 °C/10年[37]。这一地区已经成为潜在的温室

气体释放区[38]。本文研究表明，总有机碳在冻土过

渡层与冻土层所占的比例分别为 7.52%和 10.90%，

明显高于该区另一位点所测得的总有机碳水平[39]，

与西伯利亚冻土区所得到的测定结果大体相同[40]。

而冻土活动层中 TOC 含量高达 20.08%，这可能与

该层较高的草根含量有关。甲烷的测定结果显示，

冻土层具有最高的甲烷含量(206.43 nmol/g)，这可

能与该区冻土层之下存在天然气水合物有关，资料

显示该区天然气水合物产于冻土层之下，埋深   

133 m−396 m，当水合物分解释放出甲烷并发生泄

漏，它会沿着裂缝及断层等通道向上运移[25-26]。 

古菌 16S rRNA基因序列系统发育树显示冻土

活 动 层 与 冻 土 层 的 优 势 类 群 均 为 广 古 菌

(Euryarchaeota)，所占比例为 71.5%和 93.7%，而泉

古菌(Crenarchaeota)在活动层所占的比例为 28.5%，

高于广古菌(6.3%)。这一结果与 Wilhelm等[14]对加

拿大北极地区的研究有很大差别，其结果显示冻土

活动层与冻土层的优势门类为泉古菌(71%、95%)，

广古菌在活动层的比例高于冻土层(22%、4%)，这

可能与两地区所处纬度与海拔高度有关。资料显

示，随着温度的降低泉古菌的丰度将呈现增加的趋

势，泉古菌可能更适应低温寒冷的环境[41]。本研究

结果显示，尽管在冻土过渡层泉古菌具有微弱的优

势(51.5%)，但其在冻土层的比例(6.3%)要明显低于

冻土活动层(28.5%)，表明泉古菌可能对于低温环境

更加敏感。OTU1−OTU5属于广古菌，随着深度的

增加，广古菌相对丰度呈现增加的趋势(由冻土活动

层的 71.5%增加到冻土层的 93.7%)，其中 OTU1增

加趋势较为明显，说明 OTU1可能更加适应低温环

境，OTU1属于Methanomicrobiales，本研究结果显

示 Methanomicrobiales 具有一定的嗜冷性。OTU3

属于 Methanosaetaceae，仅出现于冻土活动层且所

占 比 例 较 大 (25.7%) ( 图 2) ， 本 研 究 表 明

Methanosaetaceae 对于低温环境敏感。随着深度的

增加，Methanosarcinaceae、Methanobacteriaceae相

对丰度呈现出增加的趋势，这可能与冻土层较低的
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温度以及较高的甲烷含量有关。Yavitt 等[42]对加拿

大冻土区的研究表明，Methanosarcinaceae在草地土

壤中存在最为普遍，这与本文剖面所显示的结果较

为相似，然而与本文结果有较大差异的是，Yavitt

等的研究结果显示 Methanosaetaceae存在于草地土

壤的最深部；资料显示 Methanosarcinaceae 能够进

行乙酸代谢产甲烷作用，且更加适应酸性环境，而

Methanosaetaceae 是一类能够在寒冷的温带沼泽地

区进行乙酸营养代谢产甲烷作用的产甲烷菌，在草

地土壤深部这一过程通常有赖于细菌的产乙酸作

用。Group1.3b/MCG-A在冻土过渡层占有较高的比

例 (51.5%)，Ochsenreiter 等 [43]的研究结果表明

Group1.3b/MCG-A属于泉古菌，且在不同的生态环

境下分布都较为广泛。与本文的研究较为相似的

是，对地处挪威的弱酸性泥沼湿地研究显示，     

样 地 检 测 到 隶 属 于 Methanomicrobiales 、

Methanobacteriaceae 、 Methanosaetaceae 、

Methanosarcinaceae的序列，均属于产甲烷古菌[44]。

古菌群落多样性在冻土活动层与冻土层之间的变

化将对冻土碳循环产生一定的影响，例如，在本研 

究中，隶属于广古菌门的 Methanosaetaceae 在活动

层占有较高的比例(25.7%)，它能够进行乙酸代谢产

生甲烷，冻土温度升高可以增加 Methanosaetaceae

的产甲烷活性，增加 CH4的产生速率。对于冻土环

境下产甲烷古菌的分布、群落结构组成、产甲烷途

径等对环境变量、气候变化的响应机制仍缺乏明确

的结论，有待开展更加深入、广泛的研究[45]。 

通过对细菌 16S rRNA基因序列进行系统发育

分析(图 3)可知，本研究青藏高原冻土区垂直剖面细

菌具有丰富的多样性，冻土活动层细菌组成与加拿

大北极地区活动层细菌群落组成较为相似[14]。冻土

层以放线菌(Actinobacteria)为主要的优势类群，所

占比例为 62.1%。随着深度的增加，放线菌呈现明

显增加的趋势。研究表明，放线菌更加适应低温环

境[14]。变形菌(Proteobacteria)在冻土层与活动层也

存在较大的差异。研究显示通常在活动层，变形菌 

具有一个很高的比例[46]，这与本文的研究结果也较

为相符，如图 4 所示，在冻土活动层变形菌具有   

一个相对较高的比例，其相对丰度为 28.6%，随着

深度增加，其相对丰度迅速降低。厚壁菌(Firmicutes)

随深度增加相对丰度呈现出降低的趋势，在活动层

除变形菌外，厚壁菌也占有较高的比例(25.0%)，本

研究所得厚壁菌序列经 N C B I 比对均属于

Clostridia。资料显示大多数 Clostridia的同源序列主

要来自于高山和极地环境[47]。冻土过渡层则表现出

了更高的细菌多样性(图 4)，除放线菌外，细菌各类

群之间的相对比例差异较小，这可能与过渡层较低

的含水量、TOC 含量有关(表 2)。DeBruyn 等[48]的

研究认为 Gemmatimonadetes 与土壤湿度间存在相

反 的 关 系 ， 在 干 旱 的 土 壤 中 数 量 较 多 ，

Gemmatimonadetes仅出现于剖面过渡层，这可能与

该层较低的含水量有关。据相关研究，细菌的分布

与群落组成主要受温度与 pH 的影响，由于本研究

区特殊的地理位置与理化性质，因此细菌群落结构

组成与其他地区相比存在较大的差异，分析这可能

与该研究区特殊的温度与 pH 有关[14,46-47]。通过与

前人的研究结果进行对比，我们发现放线菌对于低

温环境具有很好的适应性，而 Gemmatimonadetes

则对于土壤的湿度变化较为敏感。在冻土逐渐退化

的背景下，本研究指出剖面土壤细菌的多样性组成

对于冻土生态环境的变化具有一定的指示作用。本

文采用 27F/1492R引物对细菌 16S rRNA基因进行 

PCR扩增，该引物可对 16S rRNA基因全长进行扩

增。根据相关文献，由于细菌的基因组内存在 16S 

rRNA 基因的多样性，在对细菌 16S rRNA 基因全

长和不同区段进行扩增时，细菌多样性的估计会出

现偏差[49]。因此，本研究所得到的扩增结果中，

Firmicutes 、 Proteobactreia 、 Actinobacteria 和

Bacteroidetes 等类群的相对丰度存在不同程度的

高估。 

真菌作为土壤微生物的重要组成部分，在整个

高寒草地生态系统的结构和功能上都占有十分重

要的地位，研究其群落组成与数量的变化可以在更
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深层次上揭示草地生态系统能量流动与物质循环

过程的重要环节[50]。本文所研究的青藏高原冻土区

垂直剖面土壤子囊菌 (Ascomycota)与担子菌

(Basidiomycota)组成比例为 75.3%和 24.7%。冻土活

动层的 26 个克隆序列均属于子囊菌，说明活动层

土壤真菌多样性较低(图 6)，推测与活动层较高的地

温有关。子囊菌与担子菌在冻土过渡层和冻土层具

有相似的比例，两者之间的差异不明显。随着深度

的增加，Pseudeurotium bakeri与 Cladosporium sp.

的相对丰度变化较为明显，两者均属于子囊菌。其

中 Pseudeurotium bakeri随深度增加相对丰度降低，

而 Cladosporium sp.的相对丰度则表现为随深度增

加，推断这可能与冻土活动层和冻土层的地温差

异、有机质含量有关。Ferrari等[51]对来自南极冻土

的真菌进行培养后发现，在有机质含量高的条件下

Pseudeurotium bakeri成为主要的优势类群，本研究

所得结果与 Ferrari 等的研究结果较为吻合，说明

Pseudeurotium bakeri 可能更加适应有机质含量较

高的环境，Pseudeurotium bakeri的相对丰度与土壤

有机质含量之间的相关性说明，Pseudeurotium 

bakeri 对于土壤有机质的运移具有一定的指示作

用。研究表明 Cladosporium sp.的分布环境十分广

泛，在空气以及下层地层中都较容易被分离，这与

本研究冻土层 Cladosporium sp.相对丰度高也较为

符合[52]。有资料显示 Cladosporium sp.也参与生物

的降解过程[53]。本研究中 Aspergillus sp.仅出现于冻

土活动层，隶属于子囊菌门，有研究显示 Aspergillus 

sp.在不同的水环境中均被发现，其对高温具有较好

的适应性[54]，因此，土壤 Aspergillus sp.相对丰度的

变化在一定程度上可以指示出环境温度的变化，而

这些变化又可以反映出冻土的冻融状态。 

4  结论 

在本文中，我们对青藏高原冻土区垂直剖面微

生物群落的分布与多样性进行了分析。其中古菌以

广古菌门和泉古菌门为主要的优势类群，真菌主要

由子囊菌门和担子菌门两个门类组成，剖面细菌的

多样性较为丰富，分属于 10个类群，其中放线菌、

厚壁菌与变形菌为主要的优势类群。随着剖面深度

的增加，冻土土壤古菌、细菌与真菌群落结构组成

及其数量都发生了较大的变化，说明在该冻土区，

冻土土壤的理化性质(包括深度、温度、pH、TOC、

甲烷含量等)及该区生态环境的变化与冻土微生物

之间存在一定的关联机制。剖面冻土活动层与冻土

层微生物 Beta多样性差异较为明显，说明在不同的

冻土生态环境下微生物的种类组成以及分布情况

将发生较大的变化。冻土微生物群落组成在冻土层

与活动层之间存在一定的差异性，在一定程度上能

够反映出冻土层向冻土活动层过渡的趋势，进而反

映了青藏高原冻土退化的事实，这可能对冻土生态

环境的变化具有重要的指示作用。本研究将有助于

更好地了解高山冻土区微生物群落结构组成及其

多样性特征，将有助于更好地评估冻土生态系统未

来对全球气候变化的影响。对冻土区垂直剖面上活

动层与冻土层微生物多样性的监测是一个长期的

过程，本文仅对 2014 年冬季该区一冻土垂直剖面

微生物多样性进行了研究，剖面微生物多样性和冻

土区生态环境关系的进一步探讨还有待于建立在

未来获得更多的冻土土壤微生物和生态环境相关

性分析的基础上。 
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